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Resumen:  
La hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN) es un 
trastorno clonal adquirido en la célula progenitora 
hematopoyética, causado por una mutación somática en 
el gen PIG-A que lleva a una deficiencia en la expresión de 
proteínas ligadas al Glicosil Fosfatidil Inositol (GPI). Los 
objetivos de este trabajo fueron estudiar  la incidencia  y 
tamaño de clones HPN en pacientes con hemólisis, 
citopenia/falla medular, trombosis en lugares atípicos y 
realizar el seguimiento de los pacientes tratados con 
eculizumab por citometría de flujo (CF), utilizando 
protocolos estandarizados. Se estudiaron 36 pacientes 
con sospecha de HPN que concurrieron al Servicio de 
Oncohematología del Hospital Nacional de Clínicas. Se 
evaluó la expresión de las siguientes proteínas ligadas a 
GPI en leucocitos y glóbulos rojos (GR) de sangre 
periférica: CD16, CD24, CD66b y FLAER en neutrófilos (Ns), 
CD14 y FLAER en monocitos (Mn) y CD59 en GR. De los 36 
pacientes, 7 (19,4%) presentaron clones HPN (+), 2 
Anemia Aplásica y 5 Anemia Hemolítica Coombs 
negativa. La mediana y el rango del tamaño de los clones 
fue de 79,0% (r: 21,0-96,0%) en Ns, 83,0% (r: 26,4-96,8%) 
en Mn y 39,0% (r: 2,4-72,0%) en GR. Uno de los 7 pacientes 
HPN (+) fue tratado con eculizumab observándose 
aumento  del tamaño del clon HPN en GR, el hematocrito  
y hemoglobina y descenso de la LDH a los 43 días de 
iniciado el tratamiento. En este trabajo se destaca, la 
importancia de la utilización de protocolos 
estandarizados en el diagnóstico por CF y la alta 
sensibilidad de la técnica para la detección de pequeños 
clones HPN y clones con deficiencia parcial de proteínas 
ligadas a GPI.  
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Abstract: 
The paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is an 
acquired clonal hematopoietic stem cell disorder, caused by 
a somatic mutation on the PIG-A gene that leads to a 
deficiency in the expression of proteins linked to the 
phosphatidylinositol glycan (GPI). The aims of this work were 
to study the incidence and size of PNH clones in patients with 
hemolysis, cytopenia/bone marrow failure, thrombosis in 
atypical locations and follow up of patients treated with 
eculizumab by flow cytometry (FC) using standardized 
protocols. We studied 36 patients with suspicion of PNH 
attended at Oncohematology Service of National Clinics 
Hospital. We assessed the expression of proteins linked to GPI 
in leukocytes and red blood cells (RBCS) in peripheral blood: 
CD16, CD24, CD66b and FLAER in neutrophils (NS), CD14 and 
FLAER in monocytes (Mn) and CD59 in (RBCS). From the total 
of 36 patients, 7 (19.4%) had PNH clones (+), 2 aplastic 
anemia and 5 Coombs negative hemolytic anemia. The 
median and range size of the clones was 79.0% (r: 21.0-
96,0%) in Ns, 83.0% (r: 26,4-96,8%) in Mn and 39.0% (r: 2,4-
72,0%) in GR. One of the 7 patients PNH (+) that was treated 
with eculizumab showed increased size of the PNH clone in 
RBCS, hematocrit and hemoglobin level and low level of LDH 
after 43 days of treatment. This work highlights the 
importance of the use of standardized protocols in the 
diagnosis of FC and the high sensitivity of the technique for 
the detection of small PNH clones and clones with partial 
deficiency of proteins bound to GPI. 
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Introducción 
a hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN), 
es un desorden hemolítico adquirido, clonal 
no maligno, causado por una mutación somática en 
el gen PIG-A (Fosfatidil Inositol Glicano-clase A) 
localizado  en el brazo corto del cromosoma X 
(Xp22.1), a nivel de la célula progenitora 
hematopoyética. Esta mutación resulta en una 
deficiencia parcial o total en la expresión de 
proteínas normalmente ancladas a la membrana 
celular por medio de un puente Glicosil Fosfatidil 
Inositol (GPI) (1-3). Entre ellas, CD55 (factor 
acelerador de la degradación del complemento) y 
CD59 (inhibidor de la lisis reactiva) son moléculas 
ligadas a GPI, las cuales tienen un importante rol en 
el control de la lisis de glóbulos rojos (GR) mediada 
por el complemento, siendo su deficiencia total o 
parcial específica de HPN (4). 
La HPN es una enfermedad rara, con una incidencia 
de 2-6 casos por millón de habitantes, afecta con 
igual frecuencia a ambos sexos, y puede 
manifestarse a cualquier edad (4). Presenta gran 
variabilidad clínica, desde casos con escasa 
sintomatología hasta otros muy graves e 
incapacitantes. Las manifestaciones clínicas más 
frecuentes incluyen: hemólisis intravascular que 
lleva a la hemoglobinuria, falla medular con 
citopenia periférica y fenómenos tromboembólicos, 
siendo éstos últimos la principal causa de muerte 
(5). 
Recientemente, la presencia de pequeños clones 
HPN ha sido asociada a pacientes con Anemia 
Aplásica (AA), Síndromes Mielodisplásicos (SMD) y 
otros síndromes de falla medular (6). La detección 
de estos pequeños clones asociados a AA requiere 
ensayos de alta sensibilidad y es de gran 
importancia clínica ya que un 10-25% pueden sufrir 
una expansión clonal y progresar a HPN (7). 
A pesar de su baja frecuencia, el screening 
apropiado y el correcto diagnóstico, así como la 
detección de pequeños clones es importante ya que 
es una enfermedad crónica y tiene un profundo 
impacto en la calidad de vida y sobrevida de los 
pacientes. En los últimos años, se ha desarrollado un 
anticuerpo (AC) monoclonal humanizado 
(eculizumab) dirigido contra la fracción C5 del 
complemento, el cual ha sido aprobado para el 
tratamiento ya que  reduce los episodios de 
hemólisis, trombosis y requerimiento transfusional, 
mejorando así la calidad de vida de los pacientes (8-
9). 
Actualmente,  la mayor disponibilidad de ACs 
dirigidos contra proteínas unidas a GPI y las  nuevas 
estrategias de análisis por citometría de flujo (CF) 
enfocadas al estudio de 2 o más líneas celulares: 
neutrófilos (Ns), monocitos (Mn) y GR para el  
diagnóstico y monitoreo de clones HPN han 
aumentado la capacidad de detección (10).También 
nuevos reactivos como la aerolisina fluorescente ó 
FLAER que se une específicamente a GPI ofrece 
ventajas significativas y puede ser usado en 
combinación con ACs dirigidos contra la población 
celular a seleccionar (11). Este enfoque permite 
clasificar las células HPN de acuerdo al grado de 
deficiencia de proteínas asociadas a GPI en: Tipo I 
(expresión normal), Tipo II (deficiencia parcial) y 
Tipo III (deficiencia total) (12). 
 
Objetivos 
• Estudiar  la incidencia  y tamaño de clones 
HPN en pacientes con hemólisis, 
citopenia/falla medular, trombosis en 
lugares atípicos, por CF utilizando 
protocolos estandarizados. 
• Seguimiento de los pacientes tratados con 
eculizumab por CF. 
 
Pacientes y métodos 
Pacientes 
Se realizó un estudio prospectivo transversal en el 
que participaron 36 pacientes con sospecha  de 
HPN que concurrieron al Servicio de 
Oncohematología del Hospital Nacional de Clínicas 
de la provincia de Córdoba desde mayo de 2011 
hasta septiembre de 2013. 
Los pacientes debieron cumplir con uno de los 
siguientes criterios de inclusión: 
• Hemólisis intravascular evidenciada por 
hemoglobinuria y/ o hemosiderinuria. 
• Hemólisis no explicada más uno ó más de 
los siguientes: ferropenia, dolor abdominal, 
espasmos esofágicos, trombosis, 
neutropenia, trombocitopenia, daño renal 
crónico sin causa evidente. 
• Anemias hemolíticas Coombs negativa (AH 
Coombs negativa). 
• AA, SMD de bajo grado y otras citopenias 
de causa no explicadas. 
• Trombosis más uno ó más de los 
siguientes: localización venosa atípica- 
esplénica, cerebral ó dérmica, signos de 
hemólisis ó citopenias no explicadas. 
 
Métodos y muestras 
Se analizaron muestras de sangre periférica 
recogidas con EDTA-Na2. Las mismas fueron 
procesadas antes de las 2 hs posteriores a la 
extracción. 
 
 
L
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Análisis por Citometría de flujo 
Estudio de leucocitos: las muestras fueron 
procesadas de acuerdo al método descripto por 
Borowitz M. (13). Brevemente, 100μl de sangre 
periférica fueron lisadas previamente con cloruro de 
amonio y posteriormente incubados durante 15 
minutos,  a Tº ambiente con los siguientes AC 
monoclonales dirigidos contra: CD16 (clon 3G8), 
CD66b (clon G10F5), CD24 (clon ALB9),  CD14 (clon 
MoP9), CD64 (clon 10.1), CD45 (clon 2D1), CD15 
(clon HI9) y FLAER-Alexa 488, este último se incubó 
a 4ºC. Las células se  lavaron con PBS 2 veces  y se 
resuspendieron para su posterior adquisición con 
un Citómetro FACScalibur de 4 colores. El posterior 
análisis se realizó con el software Infinicyt 
(Cytognos)  por medio del cual se evaluó la 
expresión de los siguientes antígenos asociados a 
GPI en Ns y Mn: CD16, CD66b, CD24 y FLAER en la 
población de Ns y CD14 / FLAER en los Mn. Las 
poblaciones  de Ns y Mn  fueron seleccionadas  a 
través  de Forward Scatter (FSC) y Side Scatter (SSC) 
(tamaño vs granularidad) y marcadores específicos 
de linaje CD45/CD15 para Ns y CD45/CD64 para  
Mn. 
Estudio de hematíes: las muestras fueron diluidas 
1/200 con  PBS, se tomaron 50μl y se incubaron  20 
minutos en oscuridad y a Tº ambiente con los Ac 
monoclonales CD59 (clon MEM-43) y CD235a (clon 
KC16). Luego de 2 lavados con PBS las células 
fueron resuspendidas. Para la adquisición de los 
hematíes se utilizó FSC/SSC en escala logarítmica. 
Se adquirieron 400.000 eventos en todos los casos. 
En el análisis se evaluó la expresión de CD59 en GR 
seleccionados con CD235a (Glicoforina A). 
 
 
Resultados  
En éste estudio, se analizó la presencia de clones 
HPN en 36 pacientes (19 varones y 17 mujeres) con 
edades comprendidas entre 11 y 77 años, de los 
cuales 18 fueron derivados por citopenia/falla 
medular, 15 por hemólisis y 1 por trombosis en 
sitios atípicos, 1 por donante de médula y 1 sin 
datos. 
De los 36 pacientes, 7 (19,4%) presentaron clones 
HPN (+) en las poblaciones de Mn, Ns y GR 
estudiadas, de los cuales 2 fueron derivados por 
falla medular (AA) (pacientes 3 y 5) y 5 por AH 
Coombs negativa (pacientes 1,2,4,6 y 7). La mediana 
y el rango del tamaño de los clones fue de 79,0% (r: 
21,0- 96,0%) en Ns, 83,0% (r: 26,4-96,8%) en Mn y 
39,0% (r: 2,4-72,0%) en GR. En la Tabla 1 se muestra 
el tamaño del clon HPN de los 7 pacientes positivos 
en las poblaciones de Ns, Mn y GR. 
En todas las muestras testeadas, el tamaño del clon 
en Ns y Mn fue similar, mientras que en GR siempre 
fue menor debido a los episodios de hemólisis y/o 
transfusiones. 
 
 
Tabla 1. Tamaño del clon HPN en las distintas 
poblaciones celulares. 
 
            
Pa
ci
en
te
s 
Tamaño del Clon HPN (%) 
Tipo de Células 
G
R 
tip
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 I 
G
R 
tip
o 
II 
G
R 
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o 
III
 
N
eu
tr
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M
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s 
1 28,0 0,0 72,0 79,0 83,0 
2 65,0 0,0 35,0 86,0 84,2 
3 61,3 0,0 39,7 47,0 79,0 
4 95,7 0,9 3,3 21,0 26,4 
5 97,6 0,9 1,5 62,0 67,0 
6 61,0 0,0 39,0 95,0 96,8 
7 48,7 4,3 47,0 96,0 90,0 
 
La selección (gate) de Ns con CD15 y CD45/SSC 
mejoró la pureza del gate con respecto al uso de 
FSC/SSC solo o en combinación con CD45. Lo 
mismo se observó con el CD64 como marcador de 
linaje en Mn.  
 El uso de FLAER en combinación con CD15 y CD64 
permitió la detección simultánea de clones HPN en 
Ns y Mn, siendo su sensibilidad similar al uso 
combinado de CD66b y CD24 en Ns (Figura 2). 
 
 
 
A) 
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B) Análisis de Ns             C) Análisis de Mn              
i.                                       i. 
                        
ii.                                          ii. 
                          
iii.                                       iii. 
                           
 
Figura 2. Estrategia de análisis multiparamétrico de 
selección de Ns y Mn en un paciente HPN (+).  A) 
Gráfico (Dot-Plot) CD45/SSC, gate inicial donde se 
observan las poblaciones de Ns (violeta) y Mn 
(celeste). B) i) Selección de Ns con CD15 / SSC. ii) 
Gráfico de CD66b/CD24, donde se observa la 
población de Ns  HPN tipo III con ausencia total de 
CD66b y CD24 (recuadro). iii) Gráfico de FLAER/SSC 
en la población de Ns CD15 (+) donde se observan 
los Ns FLAER (-) (recuadro). C) i) Gráfico de CD64/SSC 
para selección de Mn CD64 (+). ii) Gráfico de 
CD14/SSC, donde se observa la población de Mn 
HPN tipo III con ausencia de CD14 (recuadro). iii) 
Gráfico de FLAER/SSC, donde se observan los Mn 
FLAER (-) (recuadro).  
 
Solo en 3/7 pacientes se observaron las 3 
poblaciones HPN en GR: Tipo I, II  y III. El tamaño del 
clon de la población tipo II fue menor que la tipo III 
en los 3 casos (Figura 3). 
 
  A) 
 
   i.                                       ii. 
                               
 
B) 
 
 
C) 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Caso representativo de un paciente HPN 
(+) donde se observan GR tipo I, II y III. A) i) Gráfico 
tamaño /granularidad (FSC/SSC) de GR. ii) Expresión 
de CD59 en GR seleccionados con CD235a. B) 
Gráfico de banda donde se observan las 3 
poblaciones de GR con distinta expresión de CD59. 
C) Proporción de cada población de  GR tipo I, II y III 
según la expresión de CD59. 
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De los 7 pacientes HPN (+), solo uno fue tratado con 
eculizumab observándose aumento  del tamaño del 
clon HPN en GR (35% a 45%), descenso  de la LDH 
(3010 a 539 U/L), aumento en el hematocrito (Hto) 
(25% a 27%) y hemoglobina (Hb) (8 a 9,3 g/dl) a los 
43 días de iniciado el tratamiento. 
 
Discusión y conclusiones 
De los 7 pacientes HPN (+) 5 fueron derivados por 
AH Coombs negativa, siendo esta la causa  más 
frecuente de sospecha diagnóstica de HPN. Esto 
también se asocia a mayor tamaño del clon tanto en 
Ns como en Mn. El mismo fue mayor al 50% en 4 de 
los 5 casos descriptos, presentándose clínicamente, 
como una HPN clásica (10,13-15). El uso de CD59PE 
(clon MEM-43) permitió  discriminar entre los clones 
tipo I, II y III en GR y en solo 3 casos se encontraron 
pequeños clones de GR tipo II (con deficiencia 
parcial de CD59) como se muestra en la tabla 1. El 
mosaicismo fenotípico de la HPN depende del 
genotipo PIG-A, el cual determina el grado de 
deficiencia. El curso clínico de los pacientes con GR 
tipo II es benigno debido a que los GR tipo II son 
relativamente resistentes a la hemólisis espontánea. 
Sin embargo, es poco frecuente este hallazgo y en la 
mayoría de los casos están asociados a GR tipo I y III 
(11, 13,15). 
 En el análisis de Ns la selección de la población con 
CD15/SSC presentó ventajas respecto al uso de 
CD45 solo, ya que esta estrategia permitió la 
exclusión de eosinófilos los cuales contaminan el 
gate del CD45. El uso de CD16 en el screening inicial 
de Ns HPN es de limitada utilidad ya que existen 
variantes polimórficas CD16 (-) y además  este 
marcador se encuentra ausente en eosinófilos 
dando falsos negativos (13, 16,17). 
El CD64 como reactivo de gate asociado a CD14 y 
FLAER resultó ser la mejor combinación para la 
detección de clones HPN en Mn, eliminando así la 
sobre estimación del tamaño del clon debido a 
células dendríticas CD14 (-) que se encuentran en el 
gate  de los Mn (11, 13,16). 
El uso de antiglicoforina A (CD235a) para la 
selección de los GR aumentó la pureza del gate 
eliminando falsos negativos debido a la presencia 
de detritus y/o plaquetas. La combinación con 
CD59PE permitió discriminar entre los tres subtipos 
de GR y no se observó aglutinación masiva de los 
mismos, fenómeno observado por algunos autores 
con el uso de CD235PE. Esto se debe a que el 
fluorocromo FITC se encuentra cargado 
negativamente por lo cual  los GR se repelen  
evitando  así su aglutinación (11). 
Como ya ha sido reportado en trabajos previos, 
durante el tratamiento con eculizumab se observó 
un aumento en el tamaño  del clon  de  GR, debido 
al bloqueo de C5 inhibiendo la activación terminal 
del complemento. El tratamiento con eculizumab 
reduce con gran efectividad la hemólisis 
intravascular en HPN, fenómeno que se ve reflejado 
por una abrupta disminución de los valores de la 
enzima LDH  a los pocos días de iniciado el 
tratamiento. La reducción de la hemólisis y el 
aumento de los GR HPN se relacionan con mejorías 
en la anemia demostrada por el aumento de la 
concentración de la Hb (8, 9, 15,18). En un trabajo 
donde se  monitorearon 97 pacientes tratados con 
esta droga se observaron mejorías en los valores de 
Hto y Hb a las 8 semanas de iniciado el tratamiento, 
y disminución de  LDH  en la primer semana  (9).   
 Destacamos en éste trabajo, la importancia de la 
utilización de protocolos estandarizados en el 
diagnóstico por CF y la alta sensibilidad de la 
técnica para la detección de pequeños clones HPN y 
clones con deficiencia parcial de proteínas ligadas a 
GPI. 
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